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の感作能力は Ad-CMV-DsRed を用いて調べた。Ad-CMV-DsRed は、恒常的にタンパク
質発現を促すサイトメガロウィルス（CMV）プロモーターの下流に赤色蛍光タンパク








トラント）の感受性効果を集積したところ、薬剤非存在下の GFP 陽性細胞率を 100％と
した時、タモキシフェン、トレミフェンおよびフルべストラント存在下の GFP 陽性細胞
率はそれぞれ、ほぼ50％以下となり、統計学的（P<0.01）に有意に阻害された。それらの







































































対象は 49 歳から 83 歳（平均 64.3 歳）のAI 耐性再発乳がん 10 症例で、2005 年８月



















フルべストラント(fulvestrant , ICI 182 780, pure anti-estrogen) は AstraZeneca  




フェンは常用量 40mg/day と高用量 120mg/day で調整を行った。それらの血中濃度の換
算値は血中１ml あたり、タモキシフェンは 273.3ng/ml、トレミフェン常用量は 1,191 
ng/ml、トレミフェンの高用量は 3,052 ng/ml となり、トレミフェン常用量はタモキシフ
ェンの３～４倍の濃度に、トレミフェンの高用量はタモキシフェンの約 10 倍の濃度に相
当した。これに準じ、今回実験に使用する容量をモル比に換算し、タモキシフェンは１μ
M、トレミフェンは３μM と 10μM で使用した。また、フルべストラントの濃度はタモ
キシフェンに順じた濃度１μMを実験に使用した。１μMの濃度のフルべストラントは乳





ERE 活性測定はアデノウイルス Ad-ERE-TK-GFP を用い、細胞への感作能力測定は




（CA,USA）の Gateway システムを用いて、ERE-TK-GFP（Estrogen -responsive 








（ cytomegalovirus ）- DsRed（Red fluorescent protein ）遺伝子を導入したアデノウイ
ルス（ Ad-CMV-DsRed ）を用いた。Ad-CMV-DsRedは、pCMV-DsRed-Express（BD 







Ad-ERE-TK-GFP を用い、E2 （17β Estradiol） 添加時の ERE 活性を測定した。
Ad-ERE-TK-GFP で感作されたＭＣＦ－７細胞では、E2の 1pM から 1,000pMの段階的
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な濃度に依存した活性型エストロゲン受容体 ER が、エストロゲン応答配列 ERE に結合
し、緑色蛍光タンパク質GFP の発現の誘導が認められる（図１）。従って、そのGFP 発
現細胞数を蛍光顕微鏡下で測定し、GFP陽性細胞率を求め、それをERE活性として定量
的に評価した。また、E2 1,000 pMとpure anti-estrogenであるフルベストラント（ ICI ）
１μMとを同時に作用させ、抗エストロゲン剤によるERE活性の抑制効果を調べた。E2









Invitrogen, CA, USA ）培養液中でハサミにて細切し、遠心した後、その上清を取り除き、
得られた細胞をコラゲナーゼ溶液中に浮遊させ、37℃10分から20分間振とう処理を行っ
た。コラゲナーゼ溶液は 0.1％コラゲナーゼ（Collagenase S-1、新田ゼラチン株式会社,
大阪,日本）、４％牛血清アルブミン（Albumin,Bovine Serum,Fraction V, Mininum 96%、




0.4% Antibiotec-Antimycotic（GIBCO 15240,100X、Invitrogen, CA, USA ) を含むHBSS 
( Hank’s Balanced Salt Solution , GOBCO14170, Invitrogen, CA, USA ) を0.22μmの
フィルターを通して調整したものを用いた。コラゲナーゼ溶液で処理した後、HBSSにて












































どの臨床情報は表１に示した。22％から 61.3％と高い GFP 陽性細胞率を示した５症例








（#751, #520）とリンパ節が３例（#808, #778, #872）であった。高いERE活性を示した
５症例（#311, #427, #437, #538, #633）のうち、皮膚に再発した２例 #311（36.0％）と
#538（22.0％）に比較し、乳房に再発した３例のERE活性は高く、それぞれ#427（31.5％）、





















ン受容体調節薬（SERM ：Selective Estrogen Receptor Modulator）に分類され、タモ
キシフェンは最も古くから治療に用いられ、体内では代謝されて活性型４-ハイドロキシタ
モキシフェンとなる。トレミフェンはタモキシフェンに類似した構造で、臨床では常用量
40mg/day または高用量 120mg/day で投与される。フルベストラントはエストロゲンの









存在下における GFP 陽性細胞率を 100％とした時のタモキシフェン、トレミフェンおよ






示した。薬剤非存在下において高いGFP陽性細胞率を示した５症例（#311, #427, #437, 
#538, #633）の内、３例（#311, #427, #437）は抗エストロゲン剤３剤によって、そのERE
活性は約 60％から 89％の割合で大きく抑制された。また、GFP 陽性細胞率が 61.3％と
10 例中 1 番高値を示した症例（#633）は３剤により平均で 32.5％、GFP 陽性細胞率が
22.0％を示した症例（#538）は平均で9.5％のERE活性の弱い阻害が認められた。一方、



















アンドロゲンの代謝産物が ER のリガンドとして直接作用し、ER を活性化する「③アン
ドロゲン代謝産物のERリガンドとして機能」、第４は増殖因子シグナルの恒常的活性化に
よるERのリン酸化を介する「④リン酸化経路によるリガンド非依存的活性化」、そして第




























症例 #778 は、抗エストロゲン剤３剤による ERE 活性の抑制が平均で 65％、GFP 陽性
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ER, PR, HER2 は初発時、再発時の免疫組織染色の結果（各施設より提供）を表す。 
治療内容はANA : アナストロゾール(Anastrozole)、TAM : タモキシフェン(Tamoxifen）、
TOR : トレミフェン(Toremifene）、EXE :エキゼメスタン( Exemestane）、TAX : タキソー
ル(TAXOL）、CEF : シクロホスファミド / エピルビシン / フルオロウラシル併用療法（CEF
療法）、FEC：5-FU / エピルビシン / シクロホスファミド（FEC療法） 
再発部位はLN : リンパ節 ( Lmph Node）、SCLN : 鎖骨上リンパ節 (Supraclavicular LN）、 
GFP%はAd-ERE-TK-GFPによるGFP陽性細胞率を示す。 
薬剤の％阻害率は抗エストロゲン３剤（タモキシフェン、トレミフェン、フルベストラント）





 Ⅺ  図 
  




Estradiol（E2：0pM, 10pM, 1000pM）、ER不活剤Fulvestrant 1μMまたはエタノ
ール（EtOH）を添加後、Ad-ERE-TK-GFPまたはAd-CMV-DsRedを感作させ、培
養3日目のGFP陽性細胞率またはDsRed陽性細胞率を蛍光顕微鏡下で測定した。 
左上のグラフ A：は E2 添加濃度に依存する GFP 陽性細胞率を示し、B は
Ad-ERE-TK-GFPまたはAd-CMV-DsRedを感作させE2, Fulvestrant, EtOHの添加、
非存在下のGFP陽性細胞の顕微鏡下の写真を示す。 
























          
 
 図３.  AI耐性再発乳がん10例におけるERE活性測定成績 
 
       AI耐性再発乳がんの再発組織をコラゲナーゼ処理して得られた個々の細胞に 
Ad-ERE-TK-GFPを反応させ、培養３日後のGFP陽性細胞率を蛍光顕微鏡下で 
測定した。 




















































































① ～ ⑤ ：複数のエストロゲンシグナル経路に基づく５つのAI耐性 
機序仮説（図６参照） 
    抗エストロゲン剤添加量はTAM：タモキシフェン１μM、ICI：フルべスト 
    ラント１μM、Tor：トレミフェン3μM または10μM 
 
 
 
 
 
